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UTILISATION D'UNE SUBSTANCE SE LIANT AU RECEPTEUR PERIPHERIQUE 

DES BENZODIAZEPINES DANS LE TRAITEMENT DES STRESS CUTANES. 

La presente invention concerne une composition contenant un ligand des recepteurs 

peripheriques des benzodiazepines pour une utilisation par voie topique. 

Uinvention concerne I'utilisation d'une substance se liant specifiquement au recepteur 

p6ripherique des benzodiazepines (PBR) pour la fabrication d'une composition pour la 

prophylaxie ou le traitement des stress cutan6s. 

Uinvention concerne egalement les compositions contenant ces substances. Ces 
compositions peuvent etre cosm&iques ou pharmaceutiques, en particulier 
dermatologiques topiques. 

Par stress cutane, on entend les differentes situations qui pourraient provoquer des 
dommages en particulier au niveau de Pepiderme quelque soit I'agent le provoquant. 
Cet agent peut etre interne et/ou externe a I'organisme comme un agent chimique ou 
radicalaire ou bien externe comme un rayonnement ultraviolet. 
La composition selon I'invention est done destin^e a prevenir et a lutter contre les 
irritations cutanees, les dartres, les eryth&mes, les sensations dysesthesiques, les 
sensations d'echauffement, les prurits de la peau et/ou des muqueuses, le 
vieillissement et peut aussi etre utilisee dans les desordres cutanes tels que, par 
exemple, le psoriasis, les maladies prurigineuses, I'herp&s, les photodermatoses, les 
dermatites atopiques, les dermatites de contact, les lichens, les prurigos, les prurits, 
les piqures d'insectes, dans les fibroses et autres troubles de la maturation des 
collagenes, dans les desordres immunologiques ou encore dans des affections 
dermatologiques comme I'eczema. 

Le ligand PBR, egalement appel6 "substance", contenu dans la composition peut-etre 
un compose non peptidique, un peptide, un extrait de cellules ou de tissus d'origine 
animate ou vegetale ou un produit obtenu par fermentation d'un micro-organisme, par 
exemple d'une bacterie ou d'un champignon. 

De nombreux ligands PBR sont decrits dans la litterature. On peut citer, a titre 
d'exemple, le Ro 5-4864 ou chlorodiazepam, le Ro 5-2807 ou diazepam, le PK 11195 
ou on pourra se r6ferer h Particle Peripheral Benzodiazepine Receptors, Ch. m, 
J. J. Bourguignon, Ed. E. Giesen - Crouse, Academic Press. 
Le PBR est une proteine de 1 8 KD situee sur la membrane externe des mitochondries 
des tissus peripheriques. II est constitue de cinq domaines transmembranaires et 
d'une partie carboxyterminale dirigee vers le cytosol. Plusieurs fonctions sont 
attributes au PBR selon la nature du tissus consider^ : regulation de la 
st§roTdog6nese, biosynthese de Theme, differentiation et croissance cellulaire, 
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controle de la respiration mitochondriale (Krueger KE, Biochimica and Biophysica Acta 
1995, 1241, 453-470,). Bien que sa fonction precise n'ait pas encore 6te completement 
elucidee, plusieurs donnees exp6rimentales r6centes suggerent que PBR pourrait 
jouer un rdle fondamental dans la regulation des processus de mort cellulaire 
5 programmee et dans la protection anti-radicalaire. 

II a ete montre que PBR est en effet etroitement associe au niveau de la mitochondrie 
avec des proteines regulatrices de Papoptose telles que Bcl2 qui previent la rupture du 
potentiel de membrane mitochondriale empechant ainsi Papoptose induite notamment 
par la production de radicaux oxyg6n6s reactifs (Marchetti P. etal, J. Exp. Med. 1996, 

1 0 184, 1 1 55-1 1 60J ; (Marchetti P. et at, J. Immunol. 1 996, 157, 4830-4836). 

Dans le cadre de la presente invention, le role protecteur anti-radicalaire de PBR a ete 
directement observe sur des cellules d'origine h^matopoietique pour lesquelles une 
correlation etroite entre la densite de PBR et la protection anti-radicalaire a ete mise 
en evidence. De plus, dans cette meme etude, il a ete demontre que la transfection de 

15 PBR sur des cellules depourvues de ce recepteur confere une protection contre les 
dommages causes par des especes oxygenees (Carayon P. et al t Blood 1996, 87, 
3170-3178). 

Plusieurs donnees de la litterature indiquent que PBR jouerait un role important dans 
la regulation des processus apoptotiques et la protection des cellules vis-a-vis des 

20 dommages causes par les radicaux libres. 

Des etudes phylogeniques recentes renforcent cette nouvelle notion que PBR agit en 
tant que modulateur d'apoptose implique dans des fonctions antioxydantes. Des 
similarites significatives existent en effet entre PBR et la proteine CrtK de Rhodobacter 
sphaeroides, une bacterie photosynthetique. Cette proteine bacterienne qui fonctionne 

25 comme un detecteur d'oxygene photosensible, regule Pexpression des genes 
impliques dans la photosynthese en reponse a des modifications environnementales 
de la tension en oxygene et de Pintensite lumineuse. La comparaison entre PBR et 
CrtK r6vele une identity de 35 % et une conservation de sequence entre ces deux 
proteines qui ont diverge dans la phylogenie il y a deux milliards d'annees. Cette 

30 homologie suggere une fonction hautement specialisee et conservee de PBR qui 
semble similaire a celle de CrtK dans la bacterie. En effet, il a ete demontre 
recemment que le PBR de mammifere transfecte chez des mutants Rhodobacter CrtK 
complemente la fonction detecteur d'oxygene de CrTK. Ainsi, cette etude suggere un 
role cle de PBR dans la transduction des signaux dependant de Poxygene (Yeliseev 

35 AA., et al, Proc. Natl. Acad. Sci. 1997, 94, 5101-5106). 
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Cependant, ci ce jour, aucune substance n'a jamais 6te precisement indiquee comme 
ligand specifique des recepteurs PBR cutanes. 

A plus forte raison, aucune substance active par voie topique et se liant 
specifiquement aux recepteurs PBR n'a jamais ete d6crite dans la litterature. 
5 II a 6te maintenant montre, dans le cadre de la presente invention, que PBR est 
abondamment exprime au niveau de la peau sur les differents compartiments 
cellulaires qui la composent : keratinocytes, cellules de Langerhans, follicules pileux et 
cellules endotheliales de la vasculature dermique. Au niveau de la peau, I'expression 
de PBR suit un gradient croissant de la couche basale vers la couche cornee. Cette 

10 organisation remarquable qui privilegie les cellules differenciees de I'epiderme les plus 
exposees aux stress externes revet sans doute une signification physiologique de 
premiere importance pour la protection des zones de I'epiderme les plus vulnerables. 
Les etudes subcellulars realisees en microscopie confocale indiquent comme 
attendu une colocalisation de PBR avec Bcl2 au niveau de la mitochondrie. Les etudes 

15 histologiques sur coupe de peau ont permis de mettre en evidence une repartition 
surprenante de PBR (Figures 1 et 2). 

En effet, I'expression de ce recepteur au niveau de I'epiderme suit un gradient de 
densite croissant des couches basales vers les couches les plus differenciees de 
keratinocytes. Cette distribution spatiale tres organisee qui privilegie en terme de 

20 densite les cellules de I'epiderme les plus externes et done les plus exposees, laisse 
supposer que PBR au niveau de la peau pourrait representer un systeme de protection 
naturelle contre les radicaux libres generes par ('exposition aux rayonnements 
ultraviolets. L'observation concommitante que la distribution de la proteine 
antiapoptotique Bcl2 obeit a un gradient strictement inverse suggere un role 

25 compensatoire de PBR pour la preservation des cellules les plus differenciees. 

L'ensemble de ces donnees qui suggerent une fonction protectrice du PBR, plus 
particulierement au niveau de I'epiderme, a conduit a la mise en evidence de ligands 
naturels ou de synthese montrant que leur interaction avec PBR pouvait etre 
benefique dans differentes situations de stress cutane provoqu6 par des agents 

30 chimiques ou radicalaires ou encore consecutifs a une exposition UV. 

Ainsi, selon Tun de ses aspects, la presente invention concerne ('utilisation d'un ligand 
specifique du PBR, le Ro 5-4864 dans les stress cutanes. Ce ligand est un agoniste du 
PBR. 

Selon un autre aspect de I'invention et sur la base de ces observations, un screening 
35 visant k rechercher des ligands naturels de PBR a 6te entrepris et a permis d'isoler 
plusieurs fractions capables d'interagir avec ce r6cepteur. L'effet potentiellement 
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protecteur de ces ligands naturels a ensuite ete evalue dans differents tests induisants 
un stress cutan6 et notamment des tests d'erythemes cutanes induits par irradiations 
UV. Les proprietes anti-radicaiaires ainsi que ies capacites de reparation cutanee ont 
egalement ete recherchees. 
5 Des essais biochimiques et pharmacologiques ont ete utilises pour mettre en evidence 
Pacitivite et Pinteret des substances dans divers stress cutanes. 
Les essais realises avec PBR ont pour but de montrer son implication potentielle dans 
la regulation des processus apoptotiques et la preservation des cellules cutanees vis- 
a-vis de differents stress deleteres. 

10 

EXEMPLE 1 

Eudes immuno-histologiques de localisation de PBR au niveau cutane 

A Paide de Panticorps specifique anti-PBR, Ac 8D7 (mAb de souris anti-PBR, isotype 
lgG1, Dussossoy et aL, Cytometry, 1996, 24:39-48), une analyse par Western Blot a 
15 permis de mettre en evidence la presence abondante de PBR sur six lignees 
differentes de keratinocytes humains ainsi que sur la peau humaine normale 
(Figure 1). Au niveau subcellulaire, les analyses realisees en microscopie confocale 
confirment sur les keratinocytes une colocalisation de PBR au niveau mitochondrial 
(Figure 2). 

20 Une etude immuno-histologique realisee sur une coupe d'epiderme humain normal a 
Paide du meme anticorps revele un ordonnancement tres particulier puisque 
Pexpression de PBR augmente du stratum basale vers le stratum corneum, Ce 
recepteur est done abondament present sur les keratinocytes les plus differences 
situes directement sous le stratum corneum (Figure 3). 

25 

EXEMPLE 2 

Etudes de liaison et de specif icite 

Les etudes de liaison ou binding ont 6t6 realisees sur la lignee de keratinocytes A-431 
(carcinome epidermoide humain (ATCC, CRL-1555)) par deplacement du ligand de 

30 reference [ 3 H]-PK11195. Uanalyse de Scatchard indique un seul site de fixation, une 
densite d'environ 470.000 recepteurs par cellule et une forte affinite du ligand (KD = 
1,5 nM) (Figure 4). La spectficite du binding sur le r6cepteur peripherique porte par les 
keratinocytes est attestee par les etudes pharmacologiques qui montrent une efficacite 
decroissante du deplacement du ligand peripherique de reference (PK 11195) par les 

35 ligands suivants : 
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Ro 5-4864 = (CI 50 * 25 nM) > diazepam (Cl 5 o * 100 nM) >» clonazepam (inactif a 
3200 nM). II est rappel§ que ce dernier est un ligand du r6cepteur central des 
benzodiazepines, le diazepam est mixte, le Ro 5-4864 est sp6cifique du PBR 
(Figure 5). 

5 

EXEMPLE 3 

Implication du PBR dans la protection contre les radicaux oxyg6n6s 

Deux types d'experiences sont decrites & la Figure 6. La premiere a consiste a 
comparer differentes lignees d'origine lymphoi'de ou myelolde pour leur capacite a 

10 resister a la toxicite des radicaux oxygenes en relation avec leur niveau d'expression 
de PBR. Les rSsultats indiquent une tres forte correlation entre le nombre de sites PBR 
par cellule et la resistance a la toxicite induite par l'H 2 0 2 . II existe egalement une 
correlation similaire lorsque Ton considere cette fois le niveau d'expression de Bcl2, 
proteine connue pour prot6ger les cellules des dommages oxydatifs. Cette donn6e, 

15 jointe au fait que Bcl2 et PBR sont deux proteines localisees sur la membrane externe 
des mitochondries, suggere qu'elles pourraient presenter des fonctions communes 
dans la protection cellulaire. De fagon interessante, alors que I'expression de PBR suit 
un gradient de densite croissant de la couche basale vers la limite de la couche 
cornee, les donnees de la litterature indiquent un phenomene inverse pour I'expression 

20 de Bcl2, suggerant qu'au cours de la differenciation des keratinocytes, PBR pourrait 
prendre le "relais" de BcI2 en ce qui concerne les fonctions de protection anti- 
radicalaire. 

Dans la deuxfeme experience, le role possible de PBR dans la protection vis-a-vis de 
la toxicite des radicaux libres est renforce par la demonstration de la meilleure viabilite, 
25 en presence d'H 2 0 2 , de cellules Jurkat transferees PBR+ en comparaison avec des 
cellules homologues PBR-. 

EXEMPLE 4 

Uactivite anti-apoptotique des actifs a ete mesuree sur des keratinocytes humains et 
30 des fibroblastes (ATCC) qui ont ete ensemences dans des boites de Petri de 35 mm 
(5 X 10 5 cellules/puits) dans le DMEM (Dubelco's Mode Eagle Medium) additionne de 
10 % de serum de veau foetal et laisser proliferer jusqu'a confluence. Ce milieu de 
culture est ensuite aspir6, les cellules sont rincees et 0,1 % de serum de veau foetal 
est ajoute en presence d'une solution saline. Des concentrations croissantes de la 
35 substance & etudier sont additionnees. Vingt quatre heures plus tard, Papoptose est 
mesuree avec une trousse de dosage ELISA (de I'anglais "enzyme-linked 
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immunosorbent assay"). 

Des k6ratinocytes ont ete soumis a des rayonnements ultraviolets de type B (UVB) a la 
dose de 250J/m 2 pendant 16 heures (J. Invest. Dermatol. 1995, 104 : 922-927). En 
presence du ligand PBR Ro 5-4864, it a 6te montr6 que Ton previent les processus 
5 d'alterations cellulaires induits par I'irradiation dans une gamme de concentrations de 
ligand comprise entre 10 nM et 10 nM. 

EXEMPLE 5 

L'effet photoprotecteur du ligand a ete evalue par application par voie cutanee sur le 
10 cobaye albinos. 

La voie topique cutanee est utilisee afin de reproduire les conditions d'utilisation chez 
I'homme. 

Des cobayes Hartley, Charles River France, Saint Aubin les Elbeuf, 76410 Cleon, 
France, sont utilises. 

15 Les animaux ont 6t§ rases puis epil6s sur les f lanes anterieurs droit et gauche, 
24 heures avant le debut du traitement. 

Les animaux ont ete irradies juste avant le premier traitement. L'energie est verifiee 
avant chaque irradiation r6alisee sur les flancs droit et gauche dans le spectre UVB a 
une dose de 4000 mJ/cm 2 . 
20 Le flanc droit des animaux a 6t6 trait6 avec 0,2 ml de solution du ligand 
immediatement apres irradiation puis 2 et 5 heures aprfes irradiation. Le flanc gauche 
ne sera pas traite. 

Une lampe a vapeur de Xeron Haute pression (IDEM 300) produira I'irradiation. 
Les lectures des reactions locales sont faites avant traitement, puis 5 et 24 heures 
25 apres irradiation. 

Erytheme et oedeme ont ete evalu6s comme suit : 

Erytheme 

30 0 pas d'erytheme ; 1 erytheme tr£s faible, & peine perceptible ; 2 erytheme net, rose 
faible ; 3 erytheme net, rouge franc ; 4 erytheme particulferement intense 

Oedeme 

0 pas d'oeddme ; 1 tr£s I6ger oed6me {h peine visible) ; 2 leger oedeme (contours 
35 bien dSfinis et gonflement apparent) ; 3 oedeme moyen (epaisseur d'environ 1 mm) ; 
4 oedeme grave (6paisseur superieure a 1 mm et surface superieure a la zone 



WO 00/28947 



PCT/FR99/02761 



(^application) 

Des exemples de ligands naturels du recepteur PBR produits par fermentation sont 
decrits ci-apres avec leur activite. 
5 Un criblage ou screening effectu6 sur des extraits de microorganismes conduit sur 
milieu solide ou liquide a permis de selectionner trois souches de microorganismes 
(bacteries et champignons microscopiques). 

Les trois souches selectionnees apres differentes §tudes menees pour optimiser les 
conditions de production de quantites significatives d'extraits de cultures possedant de 
10 bonnes activites sur le test de mesure d'interaction avec le recepteur PBR ont pour 
references SRL 4988, SRL 5186 et SRL 5189. 

Les trois souches ci-dessus ont ete deposees a la CNCM de I'lnstitut Pasteur : date de 
27 aout 1999 avec respectivement les numeros d'ordre I-2305, 1-2306, I-2307. 
La souche SRL 4988 classee comme Nocardia species, isolee d'un echantillon de sol 
15 a pour caracteres ecologico-physiologiques, determines apres culture de deux 
semaines a 28° C sur milieu ISP2 : phototrophe negatif, chimio-organotrophe, 
mesophile et halophile negatif. Elle est non mobile et presente des spires ouvertes, 
non verticillees. 

La souche SRL 5186 classee comme Streptomyces species, isolee d'un echantillon de 
20 sol a pour caracteres ecologico-physiologiques, determines apres culture de deux 
semaines a 28° C sur milieu ISP2 : phototrophe negatif, chimio-organotrophe, 
mesophile et halophile negatif. Elle est non mobile et presente des hyphes flexibles et 
biverticill6es. 

La souche SRL 5189 classee comme Actinosinnema species a pour caracteres 
25 ecologico-physiologiques, determines apres culture de deux semaines a 28° C sur 
milieu ISP2 : phototrophe negatif, chimio-organotrophe, mesophile, halophile negatif. 
Elle est non mobile et presente des hyphes flexibles et monoverticill6s. 
Ces souches constituent done, ainsi que leurs mutants producteurs, un objet ulterieur 
de Pinvention. 

30 Apr6s cultures sur milieu nutritif gelose et plusieurs repiquages successifs qui 
permettent d'obtenir une culture abondante et pure, on fabrique un lot 0 de 
conservation de la souche mere puis des lots de semence primaire et secondaire. 
Pour cela, on prepare une suspension de spores h partir d'une culture sur milieu 
nutritif gelose en boite de Petri et d'un milieu de reprise ; ce milieu contient un 

35 cryoprotecteur permettant d'assurer une bonne viability des spores lors de la 
conservation par congelation. 
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La suspension de spores obtenue est repartie dans des cryotubes qui seront 
conserves a - 80° C : ces tubes constituent le lot 0. 

En suivant le meme protocole, mais a partir d l un tube du lot 0, on prepare un lot de 
semence primaire. Puis toujours suivant le meme protocole, on prepare un lot de 

5 semence secondaire a partir d'un cryotube de semence primaire. La fabrication des 
lots de semence 0, 1 et 2 assure une accessibility durable de la souche et done de 
Tactivite recherchee. Les cultures de ces trois souches permettant d'obtenir des 
ligands naturels du recepteur PBR peuvent etre menees de maniere proche avec les 
moyens de cultures aerobies habituels, e'est-a-dire milieux liquides en fermenteurs de 

1 0 toute capacity avec controle en ligne du pH et de I'aeration. 

EXEMPLE A SRL4988 

A titre d'exemple de culture en fioles d'Erlenmeyer pour la souche SRL 4988 : un tube 
de semence secondaire est utilise pour ensemencer des boites de Petri preparees 
15 avec un milieu favorisant la sporulation des actinomycetes selon la composition : 



Glucose 


20 g 


Soyoptim (SIO) 


10g 


CaC0 3 (OMYA) 


3g 


Agar type E 


20 g 


Eau distillee QSP 


1 I 



On fait incuber les cultures sur boites pendant 5 jours & 28° C. On obtient alors une 
suspension de spores en ajoutant dans chaque boite de Petri, 10 ml d l un milieu liquide 
20 de composition : 



Glucose 


30 g 


Soyoptim (SIO) 


10g 


Tryptone U.S.P. (BIOKAR) 


4g 


Extrait de levures (DIFCO) 


8g 


NaCI 


2,5 g 


CaC0 3 


5g 


Hydrolysat de caseine 


5g 


Peptone papaTnique de soja 


5g 
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dont le pH est ajuste a 7,0 avant sterilisation. 

On utilise 5 ml des suspensions de spores pour inoculer des fioles steriles de 250 ml, 
garnies avec 50 ml du mfime milieu, qui constituent les precultures, mises h incuber en 
chambre chaude a 28° C sur un agitateur & etageres, ou dans un incubateur 
autonome, les vitesses de rotation sur Tun ou Pautre des systemes etant r6glees a 210 
tours/mn. 

Apr6s deux jours d'agitation les fioies de preculture sont utilises pour ensemencer les 
fioles de culture proprement dites a raison de 5 ml de milieu de preculture par 
Erlenmeyer de 500 ml garni de milieu de culture (100 ml) de composition : 



Glycerol 


10g 


Amidon soluble 


30 g 


Soyoptim 


15g 


Tryptone 


2g 


Extrait de levure 


5g 


CaC0 3 


5g 


Solution d'oligoelements 


10 ml 


Eau QSP 


1 I 


pH7 





Composition de la solution d'oligoelements utilisee : 



FeS0 4 , 7 H 2 0 


1.0 g 


MnS0 4 , 4 H 2 0 


1.0 g 


CaCI 2 , 2 H 2 0 


0,025 g 


CaCI 2 ,2H 2 0 


0,10 g 


H3BO3 


0,56 g 


(NH 4 ) 6 Mo 7 0 24 , 4 H 2 0 


0,002 g 


ZnS0 4 , 7 H 2 0 


0,20 g 


Eau QSP 


1 I 



Ainsi dans ce cas precis , 5 fioles de precultures ont ete utilisees pour inoculer 40 
fioles de cultures & 100 ml de milieu de culture par Erlenmeyer de 500 ml , qui apres 6 



WO 00/28947 1 Q PCT/FR99/0276! 

jours de culture agitee a 28° C en chambre chaude sur un agitateur rotatif regie a 210 
tours/mn , fournissent 4 litres de suspension de bacteries. 

Les 4 litres de mout de fermentation sont centrifuges en plusieurs operations, a une 
temperature de 4°C, et au regime de 13500 tours/mn (sort 27 500g avec le rotor 
5 utilise), afin de separer la biomasse, c'est k dire le culot rassemblant les cellules du 
sumageant de culture constitue majoritairement d'eau provenant du milieu nutritif 
utilise et contenant en solution des restes de composants du milieu nutritif ainsi que 
des metabolites produits et excretes par les cellules des bacteries pendant les 
diverses phases de leur croissance . 
10 Les biomasses et surnageants sont alors congeles a -20° C . 

EXTRACTION DES LIGANDS NATURELS DU RECEPTEUR PBR 

Les 4 litres de surnageant decongele sont charges dans un b§cher de 10 litres. On 

additionne la solution de 400 g de resine polystyrene-divinylbenzene Amberlite XAD 16 

15 (Rohm & Haas). La suspension est agit6e avec un moteur equipe d'un arbre a pales, 
tournant a 20 tours/mn, pendant 15 heures. La solution est ensuite filtree, le filtrat est 
elimine et la resine essoree est reprise par 1 litre de methanol. On laisse sous 
agitation douce pendant 1 heure. On filtre a nouveau la resine que Ton retraite a 
Tidentique avec 1 litre de methanol. Lors d'une troisieme operation la resine est 

20 retraitee cette fois avec 1 litre d'acetone. La r§sine essoree est alors 6limin§e et les 3 
litres de solvant organique rassembles sont 6vapores a sec dans un evaporateur 
rotatif sous vide. 

Le residu d'evaporation (17,7g) est triture avec 50 ml de methanol, la suspension 
obtenue est centrifugee & 3000 tours/mn pendant 15 minutes, et le surnageant 
25 decante obtenu constitue I'extrait de surnageant de culture. 

Cet extrait est teste en dilution en inhibition du binding sur le recepteur PBR et fournit 
une activite evaluee au 1/200 (50 % d'inhibition). 

Les biomasses rassemblees (199g) dans un becher de 2 litres sont traitees sous 
agitation par un melange de 750 ml de chlorure de methylene et de 750 ml de 
30 methanol. L'agitation est maintenue pendant 15 heures a temperature ambiante. La 
suspension est ensuite filtree et la solution limpide obtenue est concentree sous vide 
dans un evaporateur rotatif. Le residu d'evaporation (5,4g) est alors triture avec 50 ml 
de methanol et constitue I'extrait de biomasse . 

Cet extrait est teste en inhibition du binding du recepteur PBR et fournit une activite 
35 mesuree au 1/2200 (Dl 50 = 2200" 1 ). 
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EXEMPLEB SRL5186 

Avec les memes protocoles et milieux respectifs : 

- milieu gelose pour les repiquages sur boite de P6tri 

- milieu liquide de pr6culture 
5 - milieu liquide de production , 

14 fioles d'Erlenmeyer de 500 ml garnies de 100 ml de milieu de production, et 
inoculees a 5 %, sont incubees h 28 °C en chambre chaude sur un agitateur rotatif 
tournant a 210 tours/mn, pendant 6 jours . 

Apres centrifugation et stockage un a deux jours au congelateur a - 20°C des 
10 biomasses et surnageants de production, on decongele ces produits avant de 
proceder k leur extraction . 

Les biomasses (54,9 g) sont traitees dans un becher, sous agitation par un melange 
de 250 ml de dichloromethane et 250 ml de methanol , pendant une dizaine d'heures. 
La suspension est ensuite filtree et la solution Hmpide obtenue est concentree a sec 
15 avec un evaporateur rotatif. 

Le residu sec (1,4 g) est triture avec 17,5 ml de methanol, et la suspension obtenue 
est centrifugee h 3000 tours/mn pendant 15 minutes. Le surnageant de centrifugation 
prelev§, constitue Pextrait de biomasse. 

Cet extrait, evaluS en dilution sur le test d'inhibition du binding au recepteur PBR 
20 fournit une inhibition de 50 % dans le test a la dilution 1/3750 (Dl 50 = 3750" 1 ) 

Les 1400 ml de surnageant decongel6 sont additionnes de 160 g de r6sine 
polystyrene-divinylbenzene XAD 16 (Rohm & Haas) et la suspension est agitee 
pendant 15 heures. La resine est filtree, le filtrat est elimine et la r6sine est retraitee 
par 200 ml de solution a 25 % de methanol dans Teau pendant 3 heures. 
25 La resine est filtree, et ce deuxieme filtrat est elimine. La resine subit alors trois 
traitements semblables, deux avec 200 ml de methanol et le dernier avec 200 ml 
d'acetone. Ces trois derniers filtrats sont rassembles dans un ballon puis concentres 
sous vide a Paide d'un evaporateur rotatif. Le residu sec obtenu (2,2 g) est alors triture 
avec 17,5 ml de m6thanol et la solution obtenue constitue Pextrait de surnageant . 
30 Cet extrait evalue en dilution sur le test d'inhibition du binding au r6cepteur PBR donne 
une inhibition de 50 % h la dilution 1/940 (Dl 50 = 940" 1 ) 
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EXEMPLE C SRL5189 

Avec les memes protocoles et milieux respectifs : 

- milieu gelose pour les repiquages sur boite de P6tri 

- milieu liquide de pr6culture 
5 - milieu liquide de production 

10 fioles d'Erlenmeyer de 500 ml garnies de 100 ml de milieu de production, et 
inoculees a 5 %, sont incubees a 28 °C en chambre chaude sur un agitateur rotatif 
tournant a 210 tours/mn, pendant 8 jours. 

Apres centrifugation et stockage un a deux jours au congelateur a - 20°C des 
10 biomasses et surnageants de production, on d6congele ces produits avant de 
proceder a leur extraction. 

Les biomasses (69,5 g) sont traitees dans un becher, sous agitation par un melange 
de 150 ml de dichloromethane et 150 ml de methanol pendant une dizaine d'heures. 
La suspension est ensuite fiitree et la solution limpide obtenue est concentree a sec 
15 avec un evaporateur rotatif. Le residu sec (1,5 g) est triture avec 12,5 ml de methanol, 
et la suspension obtenue est centrifugee a 3000 tours/mn pendant 15 minutes. Le 
surnageant de centrifugation preleve, constitue Pextrait de biomasse . Cet extrait, 
evalue en dilution sur le test d'inhibition du binding au recepteur PBR fournit une 
inhibition de 50 % dans le test a la dilution 1/2600 (Dl 50 = 2600 1 ). 

20 

Les 1000 ml de surnageant decongele sont additionnes de 100 g de resine 
polystyrene-divinylbenzene XAD 16 (Rohm & Haas) et la suspension est agit6e 
pendant 15 heures. La resine est fiitree, le filtrat est elimine et la resine est retraitee 
par 150 ml de solution & 25 % de methanol dans I'eau pendant 3 heures. La resine est 

25 fiitree, et ce deuxieme filtrat est elimine. La resine subit alors trois traitements 
semblables, deux avec 150 ml de methanol et le dernier avec 150 ml d'acetone. Ces 
trois derniers filtrats sont rassembles dans un ballon puis concentres sous vide a I'aide 
d 'un evaporateur rotatif. Le r6sidu sec obtenu (1,7 g) est alors triture avec 12,5 ml de 
methanol et la solution obtenue constitue I'extrait de surnageant . 

30 Cet extrait evalue en dilution sur le test d'inhibition du binding au r§cepteur PBR donne 
une inhibition de 50 % a la dilution 1/600 (Dl 50 = 500* 1 ) . 

Dans les compositions selon I'invention, la substance se liant a PBR est utilisee de 
preference en une quantite allant de 0,00001 & 20 % en poids par rapport au poids 
35 total de la composition, et en particulier en une quantite allant de 0,001 a 10 % en 
poids par rapport au poids total de la composition. 
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Les compositions selon Pinvention peuvent se presenter sous toutes les formes 
galeniques normalement utilisees pour une application topique. 
Les quantites des differents constituants des compositions selon (Invention sont celles 
classiquement utilises dans les domaines considers et sont approprtees a leur forme 
5 galenique. 

Pour une application topique, les compositions de I'invention comprennent un milieu 
compatible avec la peau. Ces compositions peuvent se presenter notamment sous 
forme de solutions aqueuses, alcooliques ou hydroalcooliques, de gels, d'emulsions 
eau-dans-huile ou huile-dans-eau ayant Paspect d'une creme ou d'un gel, de 

10 microemulsions, d'a6rosols, ou encore sous forme de dispersions vesiculates 
contenant des lipides ioniques et/ou non ioniques. Ces formes galeniques sont 
preparees selon les methodes usuelles des domaines consid6res. 
Ces compositions k application topique peuvent constituer notamment une 
composition de protection, de traitement ou de soin cosmetique ou dermatologique 

15 pour le visage, pour le cou, pour les mains ou pour le corps, (par exemple cremes de 
jour, cremes de nuit, cremes ou huiles solaires, laits corporels), une composition de 
maquillage (par exemple fond de teint) ou une composition de bronzage artificiel. 
Quand la composition de ('invention est une emulsion, la proportion de corps gras 
qu'elle contient peut aller de 5 % a 80 % en poids, et de preference de 5 % & 50 % en 

20 poids par rapport au poids total de la composition. Les corps gras et les emulsionnants 
utilises dans la composition sous forme d'emulsion sont choisis parmi ceux 
classiquement utilises dans le domaine cosmetique ou dermatologique. 
Comme corps gras utilisables dans I'invention, on peut citer les huiles minerales 
(vaseline), les huiles vegetates (fraction liquide de beurre de karite) et leurs derives 

25 hydrogenes, les huiles animates, les huiles de synthese (perhydrosqualene), les huiles 
silicones (dimethylpolysiloxane) et les huiles fluor6es. Comme autres corps gras, on 
peut encore citer les alcools gras (alcool c&ylique, alcool stearylique), les acides gras 
(acide stSarique) et les cires. 

Les emulsionnants peuvent etre presents, dans la composition, en une proportion 
30 allant de 0,3 % & 30 % en poids et de preference de 0,5 a 30 % en poids par rapport 
au poids total de la composition. 

De fagon connue, les compositions cosm§tiques ou dermatologiques de Pinvention 
peuvent contenir egalement des adjuvants habituels dans les domaines 
correspondants, tels que les gelifiants hydrophiles ou lipophiles, les conservateurs, les 
35 antioxydants, les solvants, les parfums, les charges, les filtres et les matferes 
colorantes. Par ailleurs, ces compositions peuvent contenir des actifs hydrophiles ou 
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lipophiles. Les quantites de ces differents adjuvants ou actifs sont celles 
classiquement utilisees dans le domaine cosmetique au dermatologique, et par 
exemple de 0,01 % a 20 % du poids total de la composition. Ces adjuvants ou ces 
actifs, selon leur nature, peuvent etre introduits dans la phase grasse, dans la phase 
5 aqueuse et/ou dans des vesicules lipidiques. 

Parmi les actifs que peuvent contenir les compositions de ('invention, on peut 
notamment citer les actifs ayant un effet sur le traitement des rides ou des ridules, et 
en particulier les actifs keratolytiques. Par keratolytique, on entend un actif ayant des 
proprietes desquamantes, exfoliantes ou gommantes, ou un actif capable de rarnollir la 
10 couche cornee. 

Parmi ces actifs ayant un effet sur le traitement des rides ou des ridules que peuvent 
contenir les compositions de Pinvention, on peut en particulier citer les hydroxyacides 
et les retinoides. 

Les hydroxyacides peuvent etre par exemple des a-hydroxyacides ou des 
15 p-hydroxyacides, qui peuvent etre lineaires, ramifies ou cycliques, satures ou 
insaturSs. Les atomes d'hydrogene de la chame carbonee peuvent, en outre, etre 
substitu6s par des halogfenes, des radicaux halogenes, alkyles, acyles, acyloxyles, 
alcoxy carbonyles ou alcoxyles ayant de 2 a 18 atomes de carbone. 
Les hydroxyacides qui peuvent etre utilises sont notamment les acides glycolique, 
20 lactique, malique, tartrique, citrique, hydroxy-2 alcanoique, mandelique, salicylique, 
ainsi que leurs derives alkyles comme I'acide n-octanoyl-5-salicylique, I'acide 
n-dodecanoyl-5-salicylique, I'acide n-decanoyl-5-salicylique, Pacide n-octyl-5- 
salicylique, I'acide n-heptyloxy-5 ou -4-salicylique, I'acide 2-hydroxy-3- 
methylbenzoique, ou encore leurs derives alcoxyles comme I'acide 2-hydroxy-3- 
25 methoxybenzoique. 

Les retinoTdes peuvent etre notamment I'acide retinoTque et ses derives, le retinol 
(vitamine A) et ses esters tels que le palmitate de retinol, I'acetate de retinol et le 
propionate de retinol, ainsi que leurs sels. 

Ces actifs peuvent etre utilises en particulier a des concentrations allant de 0,0001 % & 
30 5 % en poids par rapport au poids total de la composition. 
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REVENDICATIONS 

1. Utilisation d'au moins une substance se liant au recepteur p6ripherique des 
benzodiazepines ou PBR, pour la fabrication d'une composition cosmetique, 

5 pharmacologique ou dermatologique topique dans le traitement du stress cutane. 

2. Utilisation d'au moins une substance se liant au PBR pour la fabrication d'une 
composition cosrrtetique et/ou dermatologique topique en vue de diminuer les rides, 
de reduire I'erytheme solaire ou de proteger contre les radicaux libres. 

10 

3. Utilisation selon Tune des revendication 1 ou 2, caracterisee en ce que la substance 
se liant au PBR est un agoniste du PBR choisi parmi les molecules de synthase, les 
substances naturelles d'extraction ou une substance obtenue par fermentation. 

15 4. Utilisation selon Tune quelconque des revendications 1 a 3 caracteris§e en ce que la 
substance se liant au PBR est le Ro 5-4864. 

5. Utilisation selon Tune quelconque des revendications 1 k 3 caracterisee en ce que la 
substance se liant au PBR est une substance obtenue par fermentation. 

20 

6. Utilisation selon I'une quelconque des revendications 1 a 5, caracterisee en ce que 
la substance est presente dans la composition cosmetique ou dermatologique en 
une quantite allant de 0,00001 a 20 % en poids par rapport au poids total de la 
composition. 

25 

7. Utilisation selon I'une quelconque des revendications 1 a 6 caracterisee en ce que la 
substance agoniste est presente dans la composition cosmetique ou 
dermatologique en une quantite allant de 0,001 k 10 % en poids par rapport au 
poids total de la composition. 

30 

8. Utilisation selon I'une quelconque des revendications 1 a 7, caracterisee en ce que 
la composition contient en outre un hydroxyacide et/ou un tetinoide. 

9. Utilisation selon la revendication 8, caracterisee en ce que Phydroxyacide est choisi 
35 parmi les a-hydroxyacides ou les (3-hydroxyacides, qui peuvent etre lineaires, 

ramifies ou cycliques, satures ou insatures. 
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10. Utilisation selon la revendication 9, caracterisee en ce que le r6tinoTde est choisi 
dans le groupe comprenant I'acide r6tinoique que et ses derives, le retinol et ses 
esters. 

5 11. Composition cosrrtetique et/ou dermatologique topique caracterisee en ce qu'elle 
contient en tant que principe actif une substance se liant au PBR. 

12. Souche Nocardia species SRL 4988 depos6e aupres de la C.N.C.M. de I'lnstitut 
Pasteur sous le numero I-2305 et ses mutants producteurs. 

10 

13. Souche Streptomyces species SRL 5186 deposee auprfcs de la C.N.C.M. de 
I'lnstitut Pasteur sous le numero I-2306 et ses mutants producteurs. 

14. Souche Actinosinnema species SRL 5189 deposee aupres de la C.N.C.M. de 
15 I'lnstitut Pasteur sous le numero I-2307 et ses mutants producteurs. 

15. Composition cosmetique et/ou dermatologique topique caracterisee en ce qu'elle 
contient en tant que substance active une substance obtenue par fermentation 
d'une souche selon les revendications 12 a 14. 

20 
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Analyse en microscopie confocale a I'aide de I'anticorps 8D7 
de la localisation mitochondriale du recepteur PBR 
sur keratinocytes A431 (coloration verte). 

FIGURE 1 
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L'analyse immuno-histologique realisee sur une coupe d'epiderme 
humain normal revele une expression croissante de PBR du 
stratum basale vers le stratum corneum (coloration rouge). 

FIGURE 2 
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Expression de PBR sur des lignees 
de keratinocytes et de peau 
humaine normale : 



Analyse par Western Blot 




Marquage anticorps 8D7 (lpg / ml final) 



Les depots sont normalises par dosage des proteines totales en lysat: 
depots pour chaque lignee 3Qug 



FIGURE 3 
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Etude de Scat chard 
sur Keratinocytes A43 1 
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FIGURE 4 
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Profit pharmacologique des ligands du PBR sur Keratinocytes A431 
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Courbe de emplacement du ligand de reference [3HJ-PK1 1 195 
par le Ro5-4864 (ligand peripherique) le clonazepam (ligand central) 

et le diazepam (ligand mixte). 



FIGURE 5 
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Implication de PBR dans la protection des cellules hematopoietiques 
contre les dommages cause par les radicaux oxygenes 
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Correlation entre le niveau d'expression de 
PBR [A] et de Bc!-2 [B] et de la resistance a 
la toxicite de H 2 0 2 



1 = THPi 
4 = IM9 
7= JURKAT 



2 = U937 3 = K562 
5 = CEM 6 = NALM-6 
8 = RAJI 



Les concentrations d'H 2 02 induisant 50% de 
toxicite apres 24 H d'incubation [IC 5 o] sont 
exprimees en fonction du nombres de sites 
PBR ou Bcl-2. 
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Viabilite des cellules JURKAT sauvages 38 
et transferees avec le PBR 3S vis a vis de 
la toxicite de H 2 0 2 apres 24 H d'incubation 



FIGURE 6 
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Principaux ligands des recepteurs centraux et 
peripheriques des benzodiazepines 



FIGURE 7 
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(57) Abstract 



The invention concerns the use of a substance specifically binding with the peripheral benzodiazepin receptor (PBR) for making a 
composition for preventing or treating skin stress. The invention also concerns compositions containing said substances. Said compositions 
can be cosmetic or pharmaceutical, in particular for topical use in dermatology. 
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La presente invention concerne 1' utilisation d'une substance se liant spe*cifiquement au rdcepteur pdripherique des benzodiazepines 
(PBR) pour la fabrication d'une composition pour la prophylaxie ou le traitement des stress cutan6s. L' invention conceme 6galement les 
compositions contenant ces substances. Ces compositions peuvent etre cosmetiques ou pharmaceutiques, en particulier dermatologiques 
topiques. 
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vol. 4, no. 6, November 1963 (1963-11), 
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clinico psicologiche su dl un nuovo 






derivato benzodiazepinico (Nobrium) in 






dermatologla" 
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which is cited to establish the publication date of another 
citation or other special reason (as specified) 

"O" document referring to an oral disclosure, use. exhfofflon or 
other means 

•P* document published prior to the international filing date but 
later than the priority date claimed 



T" later document published after the international filing date 
or priority date and not in conflict with the application but 
cited to understand the principle or theory underlying the 
invention 

"X" document of particular relevance; the claimed invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
involve an inventive step when the document is taken alone 

"Y" document of particular relevance; the claimed invention 

cannot be considered to involve an inventive step when the 
document is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person skilled 
in the art. 

document member of the same patent family 
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Name and mailing address of the ISA 
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uatlon) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 




Citation of document, with indication, where appropriate, ot the relevant passages 


Relevant to claim No. 


A 
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CARAYON ET AL . : "Involvement of 
peripheral benzodiazepine receptors in the 
protection. . . " 
BLOOD, 

vol. 87, no. 8, April 1996 (1996-04), 
pages 3170-3178, XP002091195 
cited in the application 
discussion 
figure 4 

BOH: "Role of reactive oxygen species in 

dermatologic diseases" 

CLINICS IN DERMATOLOGY, 

vol. 14, no. 4, July 1996 (1996-07), pages 

343-352, XP000878889 
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



International application No. 

PCT/FR 99/02761 



Box I Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 1 of first sheet) 



This international search report has not been established in respect of certain claims under Article 1 7(2)(a) for the following reasons: 
1. I I Claims Nos.: 

1 — 1 because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely: 



2. 



X 



Claims Nos.: - 

because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such 
an extent that no meaningful international search can be carried out, specifically: 



See supplemental sheet INFORMATION FOLLOW-UP PCT/ISA/210 

3. I | Claims Nos.: 

1 — 1 because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a). 



Box II Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 2 of first sheet) 



This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows: 

see supplemental sheet 



1 . I I As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all 

searchableclaims. 

2. As all searchable claims could be searched without effort justifying an additional fee, this Authority did not invite payment 
of any additional fee. 

3. nr~| As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report 
ULJ covers only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos. : 

1-13, 15 (partly) 



4. I | No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is 
' — ' restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos.: 



Remark on Protest j^j The additional search fees were accompanied by the applicant's protest. 

[X~| No protest accompanied the payment of additional search fees. 
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



International application No. 

PCT/FR 99/02761 



The International Searching Authority found several (groups of) inventions in the 
international application, namely: 

1. Claims: 1-12 (wholly) and 15 (partly) 

Use of substances binding with the peripheral benzodiazepine receptor in cosmetics, 
pharmacology or dermatology, their compositions, method for obtaining the active substance 
by fermentation of the Nocardia sp. SRL 4988 strain and the strain itself. 

2. Claims: 1-11,13 (wholly) and 15 (partly) 

Use of substances binding with the peripheral benzodiazepine receptor in cosmetics, 
pharmacology or dermatology, their compositions, method for obtaining the active substance 
by fermentation of the Streptomyces sp. SRL 51 86 strain and the strain itself. 

3. Claims: 1-11, 14 (wholly) and 15 (partly) 

Use of substances binding with the peripheral benzodiazepine receptor in cosmetics, 
pharmacology or dermatology, their compositions, method for obtaining the active substance 
by fermentation of the Actinossinema sp. SRL 5189 strain and the strain itself. 



Form PCT/ISA/210 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



International application No. 
PCT/FR 99/02761 



Continuation of Box 1.2 

Claims 1-11 of the present application concern a product/compound defined by reference to a 
desirable characteristic or property, namely, the capacity to bind with the peripheral 
benzodiazepine receptor (PBR) 

The claims cover all the products/compounds having said characteristic or property, whereas 
the application provides a support basis as defined by PCT Article 6 and/or a disclosure as 
defined by PCT Article 5 for only a very limited number of such products/compounds. In the 
present case, the claims are so lacking in support basis and the application is so lacking in 
disclosure that it is not possible to carry out any significant search on the whole scope covered 
by the claims. Notwithstanding the reasons stated above, the claims also lack clarity. Indeed, 
there has been an attempt to define the product/compound by the result to be achieved. In the 
present context, said lack of clarity is likewise such that it is not possible to carry out any 
significant search on the whole scope covered by the claims. Consequently, the search was 
carried out only for those parts of the claims whereof the subject matter is deemed to be clear, 
supported and properly disclosed. 

Search was carried out for all the claims but the search was limited to the benzodiazepines 
themselves and particularly to the compounds mentioned in Claim 4 and in figure 7. (PCT 
Article 17.2) 

The applicant's attention is drawn to the fact that claims, or parts of claims, concerning 
inventions in respect of which no search report has been established need not be the subject of 
a preliminary examination report (PCT Rule 66.1 (e)). The applicant is advised that the 
guideline adopted by the EPO acting in its capacity as International Preliminary Examining 
Authority is not to proceed with a preliminary examination of a subject matter unless a search 
has been carried out thereon. This position will remain unchanged, notwithstanding that the 
claims have or have not been modified, either after receiving the search report, or during any 
procedure under Chaper II. 
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RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



O. jide Internationale No 

PCT/FR 99/02761 



A. CLASSEMENT DE L'OBJET DE LA DEMANDE 

CIB 7 A61K7/48 



Seion la classification Internationale des brevets (CIB) ou a la fois salon la classification nationals et la CIB 



B. DO MA IN ES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE 



Documentation minhnale consultee (systeme de classification suivi des symboles de cfassemenn 

CIB 7 A61K 



Documentation consultee autre que la documentation minimale dans la mesure ou ces documents relevant des domaines sur lesquels a porta la recherche 



Base de donnees electronique consultee au cours de la recherche Internationale <nom de la base de donnees, et si realisable, termes de recherche utilises) 



C. DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categone * Identification des documents cites, avec, le cas echeant, Indication des passages pertinents 



no. des revendications visees 



LEVY: "A psychosomatic approach to the 
management of recalcitrant dermatoses" 
PSYCHOS0MATICS, 

vol. 4, no. 6, novembre 1963 (1963-11), 
pages 334-337, XP000878884 
le document en entler 

ORMFA ET AL. : "Ricerche preliminari 
clinico psicologiche su di un nuovo 
derivato benzodiazepine (Nobrium) in 
dermatologia" 

GIORNALE ITALIANO DI DERMATOLOGIA. MINERVA 
DERMATOLOGICA, 

vol. 45, no. 5, mai 1970 (1970-05), pages 
325-339, XP000878885 
le document en entier 

-/- 



1-3 



1-3 



Voir la suite du cadre C pour la fin de la liste des documents 



□ 



Les documents de families de brevets sort indiques en annexe 



* Categories speciales de documents cites: 

A" document definissant l*etat general de la technique, non 

considere comma particulierement pertinent 
E" document anterieur, mais publie a la date de dep6t international 

ou apres cette date 
1" document pouvant jeter un doute sur une revendication do 
prionte ou cite pour determiner la date de publication d'une 
autre citation ou pour une raison speciale (telle qu'indiquee) 
"O" document se reterant a une divulgation orale. a un usage, a 
une exposition ou tous autres moyens 

"P" document publie avant la date de depot international, mate 
posterieurement a la date de prtorite revendlquee 



document ulterieur publie apres la date de depot international ou la 
date de priorite et n appartenenant pas a I'etat de la 
technique pertinent, mais cite pour comprendre le principe 
ou la theorie constituant la base de I'invention 

document particulierement pertinent, I'inven tion revendiquee ne peut 
etre consideree comme nouvelle ou comme impliquant une activite 
inventive par rapport au document considere isolement 

document particulierement pertinent; I'inven tion revendlquee 
ne peut etre consideree comme impliquant une activite inventive 
torsque le document est associe a un ou plusieurs autres 
documents de meme nature, cette combinaison etant evidente 
pour une personne du metier 

document qui fait partie de la meme tamilie de brevets 



Date a iaqueile la recherche Internationale a ete eftectivement achevee 



9 mai 2000 



Nom et adresse postale de I'administration chargee de la recherche intemationale 
Office Europeen des Brevets, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL -2280 HV Rijswljk 
Tel. (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Date tfexpediilon du present rapport de recherche intemationale 



Fonctionnaire autorise 



Alvarez Alvarez, C 



Formulairo PCT/ISA/210 (dauxidmo teuille) (juHtet 1992) 
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RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



De .de Internationale No 

PCT/FR 99/02761 



C.(suite) DOCUMENTS CONSIDERES COM ME PERTINENTS 



Categorle 0 Identification dee-documents cites, avec.te cas echeant. I'tndlcationdes passages pertinents 



no. des re venditions visees 



CARAYON ET AL.: "Involvement of 
peripheral benzodiazepine receptors in the 
protection. . . " 
BLOOD, 

vol. 87, no. 8, avril 1996 (1996-04), 
pages 3170-3178, XP002091195 
cite dans la demande 
discussion 
figure 4 

BOH: "Role of reactive oxygen species in 

dermatologic diseases" 

CLINICS IN DERMATOLOGY, 

vol. 14, no. 4, juillet 1996 (1996-07), 

pages 343-352, XP000878889 
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RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



^emande Internationale n* 
PCT/FR 99/02761 



Cadre I Observations - lorsqu'il a ete estime que certaines revendi cations ne pouvaient pas faire I'objet d'une recherchp 
(suite du point 1 de la premiere feullle) 



Conlormement a I'article 17.2)a). certaines revendications n'ont pas fait I'objet d'une recherche pour les motifs suivants: 
1. Les revendications 

— se rapportent a un objet a regard duquel I'administration n'est pas tenue de proceder a la recherche, a savoir: 



2. Pn Les revendications n" " 

— se rapportent a des parties de la demande internationale qui ne remplissent pas suffisamment les conditions preserves pour 
qu'une recherche significative puisse etre effectue"e, en particulier 

voir feullle supplemental re SUITE DES RENSEIGNEMENTS PCT/ISA/210 



3. Les revendications n°* 

— sont des revendications dependantes et ne sont pas redigees conformement aux dispositions de la deuxieme et de la 
troisieme phrases de ia regie 6.4.a). 



Cadre II Observations - lorsqu'il y a absence d' unite de r invention (suite du point 2 de la premiere feuille) 



L'administration chargee de la recherche internationale a trouve plusieurs inventions dans la demande internationale, a savoir 

voir feuille supplemental re 



1 . I I Comme toutes les taxes additionnelles ont 6te payees dans les deiais par le deposant, le present rapport de recherche 
I — ' internationale ports sur toutes les revendications pouvant faire I'objet d'une recherche. 

2. I [ Comme toutes les recherches portant sur les revendications qui s'y pretaient ont pu etre eflectuees sans effort particulier 

justifiant une taxe additionnelle. I'administrabon n'a sollicite le paiement d'aucune taxe de cette nature. 



3. [771 Comme une parte seulement des taxes additionnelles demandees a ete payee dans les deiais par le deposant. le present 
^-J rapport de recherche internationale ne porte que sur les revendications pour lesquelles les taxes ont ete payees, a savoir 
les revendications n°* 



□ 



1-13, 15 (partiellement) 



Aucune taxe additionnelle demandee n'a ete payee dans les deiais par ie deposant. En consequence, le present rapport 
de recherche internationale ne porte que sur invention mentionnee en premier lieu dans les revendications; elle est 
couverte par les revendications n 08 



Remarque quant a la reserve Les taxes additionnelles etaient accompagnees d'une reserve de la part du deposan :. 

[ )( j Le paiement des taxes additionnelles n'etait assort d'aucune reserve. 



Formulaire PCT/ISA/210 (suite de la premiere feuille (1)) (Juillet 1998) 



Demande internatronale No. PCT/fR 99-^)2761 



SUITE DES RENSEIGNEMENTS INDIQUES SUR PCT/ISA/ 210 



L* administration chargee de la recherche Internationale a trouve 
plusleurs (groupes d') inventions dans la demande Internationale, a 
savoir: 

1. revendlcations: 1-12 (totalement) et 15 (partiel lement) 

Utilisation des substances se liant au recepteur 
peripherique des benzodiazepines en cosmetique, 
Pharmacol ogie ou dermatologie, leurs compositions, 
Tobtention de la substance active par fermentation de la 
souche Nocardia sp. SRL4988 et la souche meme. 



2. revendications: 1-11, 13 (totalement) et 15 (partiel lement) 

Utilisation des substances se liant au recepteur 
peripherique des benzodiazepines en cosmetique, 
pharmacologie ou dermatologie, leurs compositions, 
Tobtention de la substance active par fermentation de la 
souche Streptomyces sp. SRL 5186 ainsi que la souche meme. 



3. revendications: 1-11, 14 (totalement) et 15 (parti el lement) 

Utilisation des substances se liant au recepteur 
peripherique des benzodiazepines en cosmetique, 
pharmacologie ou dermatologie, leurs compositions, 
l'obtention de la substance active par fermentation de la 
souche Actinossinema sp. SRL 5189 et la souche meme. 



Demande Internationale No. PCT/fR 99-^2761 



SUITE DES RENSEIGNEMENTS INDIQUES SUR PCT/ISA/ 210 



Suite du cadre 1.2 



Les revendications 1-11 presentes ont trait a un produit/compose defini 
en faisant reference a une caracteristique ou propriete souhai table, a 
savoir, la capacite de liason au recepteur peri pheri que des 
benzodiazepines (PBR) 

Les revendications couvrent tous les produits/composes presentant cette 
caracteristique ou propriete, alors que la demande ne fournit un 
fondement au sens de T Article 6 PCT et/ou un expose au sens de r Article 
5 PCT que pour un nombre tres limite de tels produits/composes. Dans le 
cas present, les revendications manquent de fondement et la demande 
manque d'expose a un point tel qu'une recherche significative sur tout le 
spectre couvert par les revendications est impossible. Independamment des 
raisons evoquees ci-dessus, les revendications manquent aussi de clarte. 
En effet, on a cherche a defini r le produit/compose au moyen du resultat 
a atteindre. Ce manque de clarte est, dans le cas present, de nouveau tel 
qu'une recherche significative sur tout le spectre couvert par les 
revendications est impossible. En consequence, la recherche n'a ete 
effectuee que pour les parties des revendications dont l'objet apparait 
etre clair, fonde et suffisamment expose. 

Toutes les revendications ont ete recherchees mais la recherche a ete 
limitee aux benzodiazepines memes et specialement aux composes mentijones 
dans la revendication 4 et la figure 7. (Art. 17.2 PCT) 

L'attention du deposant est attiree sur le fait que les revendications, 
ou des parties de revendications, ayant trait aux inventions pour 
lesquelles aucun rapport de recherche n'a ete etabli ne peuvent faire 
obligatoirement I'objet d'un rapport preliminaire d'examen (Regie 66.1(e) 
PCT). Le deposant est averti que la ligne de conduite adoptee par TOEB 
agissant en qualite d' administration chargee de 1'examen preliminaire 
international est, normal ement, de ne pas proceder a un examen 
preliminaire sur un sujet n'ayant pas fait Tobjet d'une recherche. Cette 
attitude restera inchangee, independamment du fait que les revendications 
aient ou n'aient pas ete modifiees, soit apres la reception du rapport de 
recherche, soit pendant une quelconque procedure sous le Chapitre II. 



